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DANIEL SCHUBERT
Epigenetische Kontrolle der Pflanzenentwicklung
Einleitung
Die Arbeitsgruppe „Epigenetische Kontrolle der Pflanzenentwicklung“ wurde im Juni
2006 als Teil des Sonderforschungsbereichs (SFB) 590 „Inhärente und adaptive Differen-
zierungsprozesse“ etabliert und ist als SFB-Nachwuchsgruppe vollständig von der Deut-
schen Forschungsgemeinschaft (DFG) getragen. Im Rahmen der Forschung soll die epige-
netische Regulation der Pflanzenentwicklung mit molekularbiologischen, genetischen und
zellbiologischen Methoden untersucht werden.
In diesem Aufsatz soll in die Bedeutung der Epigenetik in der Entwicklung – insbeson-
dere in Pflanzen – und in epigenetische Mechanismen eingeführt werden. Danach werden
Zielsetzung und Fragestellungen der Arbeitsgruppe genauer dargestellt: Welche Proteine
kontrollieren epigenetische Genregulation in Pflanzen? Wie werden Organ- und Zelliden-
titäten in Pflanzen aufrechterhalten und aufgehoben, zum Beispiel während Regenerati-
onsprozessen? Und daraus folgend: Wie dynamisch ist die epigenetische Genregulation
während der Entwicklung einer Pflanze?
Epigenetik
Vielzellige Organismen entwickeln im Laufe ihres Lebens komplexe und spezialisierte
Organe, die ursprünglich aus einer einzigen Zelle, der befruchteten Eizelle oder Zygo-
te, hervorgehen. Daher enthalten die allermeisten Zellen eines Organismus die identische
genetische Information, die in den Basenabfolgen der Desoxyribonukleinsäure (DNS) ko-
diert ist. Durch differenzielle Genregulation werden in Differenzierungsprozessen Zellty-
pen spezifiziert, die sich dann durch weitere Zellteilungen zu Organen formen können.
In vielen Fällen ist das Differenzierungssignal allerdings nur transienter Natur, das heißt,
während der primären Teilung einer Stammzelle und der Differenzierung der Tochterzel-
le liegt das Signal vor, in den nachfolgenden Zellteilungen ist es allerdings nicht mehr
vorhanden. Einerseits kann die Identität einer Zelle durch deren Position in einem Gewe-
beverband bestimmt werden, zum Beispiel über die Ausschüttung von Signalmolekülen,
andererseits kann das ursprüngliche Signal in der Zelle gespeichert werden („molekulares
Gedächtnis“) und damit auf die Tochterzelle übertragen beziehungsweise vererbt werden.
Zur Bedeutung dieser beiden Regulationsmechanismen wurden klassische Transplantati-
onsversuche von Hans Spemann an Amphibienembryonen (Molchen) durchgeführt, für
die er 1935 den Nobelpreis erhielt:1 Wurde Gewebe aus der frühen Gastrula entnommen
und in andere Bereiche des Embryos transplantiert, entwickelte sich das transplantierte
Gewebe wie das umliegende Gewebe, also ortsspezifisch. Wurde allerdings Gewebe aus
1 Vgl. Spemann und Mangold (1924: 599).
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der späten Gastrula transplantiert, entwickelte es sich wie das Gewebe, aus dem es ent-
nommen wurde, also herkunftsspezifisch (oder auch zellautonom). Das Gewebe der späten
Gastrula ist also determiniert, wohingegen das Gewebe der frühen Gastrula nicht determi-
niert ist und von umliegenden Signalen, den so genannten Organisatoren, umprogrammiert
werden kann. Sowohl das nicht determinierte wie das determinierte Gewebe enthalten die
gleichen Erbinformationen beziehungsweise DNS-Sequenzen, das heißt, das „Gedächtnis“
der Herkunft und die weitere Vererbung der Gewebeidentität auf Tochterzellen kann nicht
auf Veränderungen der DNS-Sequenz beruhen.
Diese Art der Vererbungslehre bezeichnet man als Epigenetik. Epigenetik wird definiert
als „mitotisch und/oder meiotisch vererbbare Veränderungen, die nicht auf Veränderungen
der DNA Sequenz beruhen“2. Die Forschung in meinem Labor beschäftigt sich mit der
Rolle der Epigenetik in der Entwicklung der Modellpflanze Arabidopsis thaliana und den
molekularen Mechanismen der epigenetischen Genregulation.
Epigenetische Mechanismen
Epigenetische Phänomene sind weit verbreitet in sämtlichen mehrzelligen Organismen
und tragen zur phänotypischen Diversität bei. Eine Störung epigenetischer Genregulation
kann beim Menschen verschiedene Arten von Krankheiten auslösen, insbesondere ist die
Krebsentstehung häufig mit einer Veränderung von epigenetischen Regulationsmechanis-
men verbunden.
Auch in der Pflanzenentwicklung spielt Epigenetik eine wichtige Rolle. Vor über 250
Jahren wurde von Linnaeus eine Mutante von Linaria vulgaris beschrieben, die eine Ver-
änderung der Blütenform von monosymmetrisch zu radiärsymmetrisch (pelorisch) auf-
wies. Interessanterweise werden auf einer Pflanze, die pelorische Blüten zeigt, auch Blü-
ten gefunden, die eine Reversion zur monosymmetrischen Blütenform aufweisen. Daher
kann die Mutation nicht auf eine Veränderung der DNS-Sequenz zurückgeführt werden
(Veränderungen der DNS-Sequenz sind nicht reversibel). Wie detaillierte molekularbiolo-
gische Untersuchungen später zeigten, ist die Veränderung auf einen epigenetischen Effekt
zurückzuführen.3 Dieses Beispiel belegt eindrucksvoll, dass epigenetische Genregulation
über viele Generationen (also meiotisch) stabil sein kann. Ein weiteres epigenetisches Phä-
nomen, die Vernalisation, ist von hoher agronomischer Bedeutung. Vernalisation definiert
man als „die Erlangung der Kompetenz zum Blühen durch verlängerte Kälteeinwirkung“4
(Abb. 1). Hierunter versteht man, dass viele Pflanzen, zum Beispiel Winterweizen und
auch die Modellpflanze Arabidopsis thaliana, die lang andauernde Kälte im Winter be-
nötigen, um im Frühling zu blühen und Früchte zu bilden. Dies ermöglicht ein Blühen
zum Zeitpunkt des Jahres, an dem ideale Bedingungen herrschen. Ein wichtiges Merkmal
der Vernalisation besteht darin, dass die Pflanzen nach der Kälteeinwirkung nicht direkt
beginnen zu blühen, sondern erst einige Wochen später, das heißt, die Kälteeinwirkung
wird gespeichert und ist über viele Zellteilungen stabil, obwohl das ursprüngliche Signal
nicht mehr vorhanden ist. Versuche, bei denen vernalisierte Pflanzen auf nicht vernali-
sierte gepfropft (transplantiert) wurden, haben gezeigt, dass diese Pflanzen sich weiterhin
2 Riggs et al. (1996: 1).
3 Vgl. Cubas et al. (1999: 157).
4 Sung und Amasino (2004: 4).
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wie vernalisierte verhielten, daher zellautonom, ganz ähnlich wie die späte Gastrula in
den Transplantationsexperimenten von Hans Spemann. Von entscheidender Bedeutung ist,
dass das durch Vernalisation induzierte Blühen in der nächsten Generation wieder vernali-
sationsabhängig, also reversibel sein muss. Es erfolgt daher eine Aufhebung des „moleku-
laren Gedächtnisses“ von einer Generation zur nächsten. Deswegen kann kein genetischer,
sondern muss ein epigenetischer Mechanismus zugrunde liegen.
Abb. 1: Verlängerte Kälteeinwirkung (Vernalisation) induziert Blühen. Links: Nicht vernalisierte Acker-
schmalwandpflanzen blühen nicht. Rechts: Sechs Wochen lang vernalisierte Pflanzen blühen.
Lange Zeit galten epigenetische Mechanismen als eine Art „dunkle Materie“ der Biolo-
gie. Im Laufe der letzten 20 Jahre wurden allerdings erhebliche Fortschritte in der epigene-
tischen Forschung erzielt und die weitreichende Bedeutung der Epigenetik in sämtlichen
Entwicklungsprozessen erkannt. Epigenetische Mechanismen wirken in erster Linie direkt
auf DNS oder DNS-assoziierte Proteine, können aber auch über Boten-Ribonukleinsäuren
(mRNS) oder Proteine, zum Beispiel Prione, vermittelt werden. Zwar erfolgt keine Ver-
änderung der Basensequenzen, allerdings kann DNS kovalent mit Methylgruppen an der
Base Cytosin modifiziert werden. Diese Modifikation führt nicht zu einer Veränderung
der kodierenden Sequenz, kann aber einen Einfluss auf Genexpression haben. Weiterhin
liegt die DNS in eukaryontischen Organismen nicht in nackter Form, sondern in Prote-
ine verpackt vor, dem so genannten Chromatin (Abb. 2). Als Grundgerüst des Chroma-
tins ist DNS um ein Oktamer aus so genannten Histonproteinen (jeweils zwei Proteine
von Histon H3, H4, H2A und H2B) gewickelt, dies formt das Nukleosom. Eine weitere
Kondensierung der DNS/Histonkomplexe erfolgt durch das Linker-Histon H1 und weite-
re Nicht-Histonproteine bis hin zum Metaphase-Chromosom, das mikroskopisch sichtbar
ist. Chromatin wird unterschieden in Euchromatin und Heterochromatin. Im Euchromatin
befindet sich die Mehrzahl der aktiven Gene, wohingegen das Heterochromatin nur weni-
ge aktive Gene und vor allen Dingen transponierbare Elemente enthält. Heterochromatin
568 Daniel Schubert
weist einen höheren Kondensierungsgrad auf und repliziert später während der Zelltei-
lung. Lange Zeit wurden Histone als rein strukturelle Proteine gesehen, inzwischen ist
allerdings nachgewiesen, dass diese eine wichtige Rolle in der Genregulation und der Epi-
genetik spielen. Histone, besonders die wenig strukturierten „Histonschwänze“, die aus
der kompakten Struktur des Nukleosoms herausragen, sind hoch modifiziert. So können
verschiedene Aminosäuren der Histone mit verschiedenen chemischen Gruppen wie Me-
thyl-, Acetyl-, Phosphatgruppen und kleinen Proteinen wie dem Ubiquitin kovalent verän-
dert werden (Abb. 2). Zur weiteren Komplexität trägt bei, dass die Aminosäure Lysin mit
einer, zwei oder drei Methylgruppen modifiziert sein kann. Verschiedenste Proteinklas-
sen können diese Modifikationen katalysieren, sie wieder entfernen oder daran binden,
um weitere Proteinkomplexe zu rekrutieren, die Genaktivität unterdrücken oder aktivie-
ren können. Aufgrund der Vielzahl von möglichen Kombinationen verschiedener Histon-
modifikationen am Histon-Oktamer wurde die Hypothese des „Histon-Codes“ aufgestellt,
die postuliert, dass die Kombination der Histonmodifikationen codierendes Potenzial hat,
ähnlich wie DNS.5 In der epigenetischen Genregulation kommt der Histonmethylierung
eine besonders wichtige Bedeutung zu, da kovalente Modifikationen mit Methylgruppen
erheblich stabiler als Acetylierungen sind. Je nach Position am Histonschwanz können
Methylierungen mit einer Genaktivierung (zum Beispiel der Methylierung von Lysin 4
von Histon H3) oder einer Genrepression (zum Beispiel der Methylierung der Lysine 9
und 27 von Histon H3) verbunden sein (Abb. 2).
Abb. 2: A) Verpackung der DNS im Chromatin. DNS ist um Histon-Oktamere gewunden. Weitere Ver-
packung führt zum Metaphase-Chromosom (Quelle: http://de.wikipedia.org/wiki/Chromatin). B) Die
Aminosäuren des Histon-H3-Schwanzes sind hoch modifiziert; rot: Methylierung; blau: Phos-
phorylierung; gelb: Acetylierung. Lysin (K) 27 ist rot markiert.
Eine wichtige Bedeutung in der Kontrolle von Histonmethylierung und epigenetischer
Genregulation in der Entwicklung kommt den Trithorax- und den Polycomb-Gruppen-
Proteinen (Trx-G- beziehungsweise Pc-G-Proteinen) zu. Ursprünglich wurden diese Klas-
sen von Proteinen in der Fruchtfliege Drosophila melanogaster identifiziert. In Mutanten,
denen ein Protein dieser Klassen fehlt, kommt es zu so genannten homöotischen Trans-
5 Vgl. Jenuwein und Allis (2001: 1074).
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formationen, das heißt, bestimmte Körperteile der Fliege sind in andere Organe transfor-
miert. Dies kommt dadurch zustande, dass bestimmte Genexpressionsmuster in der frühen
Entwicklung der Fliege nicht korrekt aufrechterhalten werden, sondern sich entweder in
andere, zukünftige Organe ausbreiten (in Polycombmutanten) oder nur in einer reduzier-
ten Zahl von Organen vorhanden sind (in Trithoraxmutanten). Trx-G- und Pc-G-Proteine
sind klassische epigenetische Regulatoren, da sie nicht für eine Initiation der Genexpres-
sionsmuster, sondern nur für deren Aufrechterhaltung über Zellteilungen hinweg benö-
tigt werden. Inzwischen konnten wichtige enzymatische Funktionen dieser Proteinklassen
identifiziert werden: Zwei der Trx-G- und eines der Pc-G-Proteine haben Histon-Methyl-
transferase-Aktivität, wobei die Trx-G-Proteine Lysin 4 von Histon H3 und das Pc-G-
Protein Lysin 27 von Histon H3 methylieren.6
Aufgrund der Erkenntnisse der letzten Jahre können nun epigenetische Mechanismen
auch auf molekularer Ebene verstanden werden und eine Verbindung zwischen epigene-
tischen Phänomenen und Modifikationen von DNS (DNS-Methylierung) und Histonen
hergestellt werden. So konnte inzwischen auch herausgefunden werden, dass der Blü-
tenphänotyp der pelorischen Form von Linaria vulgaris durch DNS-Methylierung und
Abschaltung des an der Blütenentwicklung beteiligten CYCLOIDEA-Gens hervorgerufen
wird7 und Vernalisation durch Pc-G-Proteine und Histonmethylierung kontrolliert wird.8
Arabidopsis thaliana – Der pflanzliche Modellorganismus
Die Forschung im Labor befasst sich mit der epigenetischen Regulation der Pflanzenent-
wicklung am Beispiel der Modellpflanze Arabidopsis thaliana (Ackerschmalwand). Die
Forschung an der Epigenetik eines pflanzlichen Organismus ist aus folgenden Gründen
von grundlegender Bedeutung: Pflanzen sind agronomisch und ökonomisch wichtig, viele
Prozesse lassen sich von Modellpflanzen auf Nutzpflanzen übertragen und die epigeneti-
sche Regulation spielt unter anderem eine wichtige Rolle in der ökonomisch relevanten
Kontrolle des Blühzeitpunktes. Von vielen Genen finden sich in Tieren und Pflanzen nah
verwandte Kopien, diese führen aber zu einer vollständig anderen Ausprägung und Mus-
terbildung, auch wenn häufig die molekularen Grundlagen sehr ähnliche sind. Durch Er-
kenntnisse in Pflanzen lassen sich daher auch Rückschlüsse auf andere Organismen ziehen.
Besonders für die Erforschung epigenetischer Mechanismen sind Pflanzen gut geeignet, da
sämtliche epigenetische Mechanismen zwischen Tieren und Pflanzen konserviert sind, der
Ausfall dieser Mechanismen in Pflanzen allerdings meist nicht zu einem Absterben bereits
während der Embryogenese führt, wie dies in Tieren der Fall ist, sondern nur relativ milde
Auswirkungen auf das Wachstum der Pflanze hat. Hierdurch eignen sich Pflanzen hervor-
ragend für die Untersuchung der Epigenetik während verschiedener Entwicklungsstadien.
Pflanzen zeigen eine sehr hohe Regenerationsfähigkeit, ebenso ist ein Klonieren von
Pflanzen einfach, zum Beispiel durch Ableger. Dies deutet darauf hin, dass die Identität
und der Differenzierungszustand von Zellen in Pflanzen weniger festgeschrieben ist als in
Tieren und damit möglicherweise epigenetische Genregulation in Pflanzen eine geringere
Rolle spielt oder eine höhere Flexibilität aufweist. Die Erforschung der hohen Regene-
6 Vgl. Ringrose und Paro (2007: 223).
7 Vgl. Cubas et al. (1999: 157).
8 Vgl. Gendall et al. (2001: 525) und Schubert et al. (2005: 553).
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rationsfähigkeit von Pflanzen und deren epigenetischen Grundlagen wird voraussichtlich
Erkenntnisse bringen, wieso Pflanzenzellen im Vergleich zu tierischen Zellen eine höhere
Flexibilität der Zellidentität aufweisen.
Arabidopsis hat sich als Modellorganismus etabliert, da sie ein relativ kleines Genom
von etwa 125.000.000 Basenpaaren besitzt, die inzwischen vollständig sequenziert sind.
Sie hat mit acht Wochen eine kurze Generationszeit, lässt sich leicht und mit geringem
Platzbedarf kultivieren und produziert Tausende von Samen. Auch wurden inzwischen
viele Werkzeuge etabliert wie eine leichte Herstellung von genetisch veränderten Pflanzen
und umfangreiche Kollektionen von Insertionslinien, so dass für die meisten Gene nun
Insertionen und damit auch häufig Ausschaltungen der Genaktivität vorliegen. Viele in
Arabidopsis gewonnene Erkenntnisse lassen sich auch auf andere Pflanzenarten, inklusive
Nutzpflanzen, übertragen.
Die Rolle von Polycombgruppenproteinen
in der Pflanzenentwicklung und Histonmethylierung
Sowohl DNS-Methylierung als auch Histonmethylierung beziehungsweise Trx-G- und Pc-
G-Proteine sind zum Großteil in Pflanzen konserviert und haben auch dort eine entschei-
dende Rolle in der epigenetischen Genregulation. Pc-G-Proteine wurden ursprünglich in
Arabidopsis in genetischen Mutantenanalysen identifiziert, bei denen Samenentwicklung,
Vernalisation oder Blühzeitpunkt gestört waren.9 Die erste pflanzliche Pc-G-Mutante, die
isoliert werden konnte, zeigte – ähnlich wie Drosophila-Pc-G-Mutanten – homöotische
Transformation. So weisen die Kelchblätter der Arabidopsis-Pc-G-Mutante curly leaf
Charakteristika von Fruchtblättern auf.10 Obwohl wichtige Entwicklungsprozesse durch
den Verlust von Pc-G-Proteinen betroffen sind, sind die Effekte doch recht spezifisch und
die mutanten Phänotypen relativ mild. Hieraus wurde geschlossen, dass der Einfluss von
Pc-G-Proteinen und epigenetischer Genregulation in Pflanzen deutlich geringer ist als in
tierischen Systemen. Die Sequenzierung des Arabidopsis-Genoms offenbarte allerdings,
dass einige der Pc-G-Gene in bis zu drei Kopien vorlagen, so dass anzunehmen war, dass
in den gefundenen Mutanten kein vollständiger Verlust der Pc-G-Aktivität vorlag. Um
dies zu untersuchen, etablierten wir Pflanzen, in denen sowohl CURLY LEAF (CLF) als
auch sein Homolog SWINGER (SWN) ausgeschaltet waren. In der Tat zeigte sich, dass
die Ausschaltung beider Gene zu einem dramatischen Phänotyp und einer erheblichen
Beeinträchtigung der Entwicklung führte: clf-swn-Pflanzen keimen zwar relativ normal,
allerdings entwickeln sich bereits kurz nach der Keimung erhebliche homöotische Trans-
formationen11 (Abb. 3). So entwickelt sich aus der Wurzel Gewebe, das embryonalen
Charakter hat, und aus den überirdischen Teilen der Pflanze Wurzeln, embryonales Ge-
webe und stark wucherndes Gewebe, dessen Identität nicht eindeutig ist. Hier zeigt sich
eindrucksvoll, dass Pc-G-Proteine doch erheblichen Einfluss auf die Pflanzenentwicklung
haben und für Differenzierungsprozesse und die Kontrolle der Zellidentität benötigt wer-
den. Aufgrund der starken Beeinträchtigung der Entwicklung von clf-swn-Mutanten ist
nicht klar, welche Bedeutung diese Proteine für die Blatt- und Blütenentwicklung haben.
9 Vgl. Schatlowski et al. (2008).
10 Vgl. Goodrich et al. (1997: 44).
11 Vgl. Chanvivattana et al. (2004: 5263).
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Daher wurden Mutanten erzeugt, bei denen die Pc-G-Aktivität nur teilweise reduziert ist.
Diese Pflanzen entwickeln Blätter und Blüten, aber auch hier zeigen sich Defekte, die auf
eine gestörte Gewebeidentität zurückzuführen sind. Aus Blüten entwickeln sich blattähn-
liche Strukturen oder neue Blütenstände; dies bezeichnet man auch als florale Reversion
(Abb. 3).
Abb. 3: Pc-G-Mutanten zeigen einen Verlust der Organidentität. A) Wildtyp Arabidopsis thaliana. B)
curly leaf-Mutante. C) Pc-G-Mutante mit reduzierter Pc-G-Aktivität (curly leaf-50GR/swinger-
Doppelmutante). Der Pfeil zeigt auf einen Blütenstand, der sich aus einer Schote entwickelt. D)
Pc-G-Mutante mit Verlust der Pc-G-Aktivität (curly leaf-50/swinger-Doppelmutante). Der Pfeil
zeigt auf die Wurzelspitze, die embryonalen Charakter angenommen hat und Wucherungen
zeigt. Größenbalken in A), B), C): 1 cm; in D): 1 mm.
Aufgrund der Homologie von pflanzlichen zu tierischen Pc-G-Proteinen ist anzuneh-
men, dass die Regulation der Genaktivität in Pflanzen auch über die Methylierung von
Histon H3 Lysin 27 erfolgt (H3K27me). Um dies zu überprüfen, haben wir und andere
Labore die Verteilung von H3K27me im Kern im Wildtyp im Vergleich zu Pc-G-Mutan-
ten untersucht. Im Wildtyp befindet sich zweifach methyliertes Lysin 27 von Histon H3
(H3K27me2) sowohl im Euchromatin als auch im Heterochromatin, wohingegen in den
Pc-G-Mutanten euchromatisches H3K27me2 verloren geht, allerdings im Heterochroma-
tin bestehen bleibt12 (Abb. 4). Weiterhin wurde auch untersucht, ob bestimmte Gene, die
von Pc-G-Proteinen reguliert werden, H3K27me tragen und ob die Methylierung abhängig
von Pc-G-Proteinen ist. Für diese Untersuchungen wendet man die Methode Chromatin-
Immunopräzipitation an, bei der das Chromatin (Proteine und DNS) isoliert werden und
dann mit spezifischen Antikörpern bestimmte Proteine oder auch modifizierte Proteine
angereichert werden. Auf diese Weise wird auch die assoziierte DNS angereichert, die
dann nachgewiesen werden kann. Wir konnten eindeutig zeigen, dass eine Reihe von Ge-
nen, die durch Pc-G-Proteine reguliert werden, H3K27me trägt und dieses in den Pc-G-
Mutanten verloren geht.13 Genomweite Untersuchungen der H3K27me-Verteilung durch
andere Labore zeigten, dass über 4.000 der etwa 25.000 Gene im Arabidopsis-Genom die-
se Modifikation tragen.14 Dies deutet darauf hin, dass die Regulation durch Pc-G-Proteine
12 Vgl. Lindroth et al. (2004: 4286).
13 Vgl. Schubert et al. (2006: 4638).
14 Vgl. Zhang et al. (2007: 1026).
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in Pflanzen deutlich bedeutender ist, als ursprünglich die doch relativ milden mutanten
Phänotypen vermuten ließen.
Abb. 4: Pc-G-Mutanten zeigen einen Verlust von euchromatischem H3K27me2 in isolierten Zellker-
nen. A), B): Wildtyp; C), D): curly leaf/swinger-Doppelmutante. A), C): DAPI-Färbung (Färbung
der DNS); B), D): Immunostaining mit Antikörpern gegen H3K27me2. In B) und D) sind die
Chomozentren, die Heterochromatin enthalten, als helle Punkte zu erkennen. In D) ist keine
Färbung des Euchromatins vorhanden.
Identifikation neuer Polycombgruppenproteine
In Pflanzen sind nur die Pc-G-Proteine, die die Methylierung von H3K27 vermitteln, kon-
serviert. In Drosophila und Menschen sind deutlich mehr Pc-G-Proteine bekannt, die an
der Rekrutierung des Histon-Methyltransferase-Komplexes an die Zielgene, der Bindung
der methylierten Histone, der Inhibition der Transkription von Genen oder einer stärke-
ren Verpackung des Chromatins beteiligt sind. Augrund der grundlegenden Bedeutung
von Pc-G-vermittelter Genregulation in der Pflanzenentwicklung ist es wichtig, weitere,
auch pflanzenspezifische Pc-G-Proteine zu identifizieren, um weitere Funktionen und Me-
chanismen der Pc-G-Komplexe zu verstehen. Pflanzenspezifische Pc-G-Proteine könnten
besonders interessant sein, da sie die Grundlage sein könnten, um Unterschiede in der
Kontrolle der Zellidentität und Epigenetik in Pflanzen und Tieren erklären zu können, wie
etwa die deutlich stärkere Regenerationsfähigkeit von Pflanzen im Vergleich zu Tieren.
Wir verfolgen verschiedene Ansätze, um neue Pc-G-Proteine in Pflanzen zu isolieren.
Einerseits suchen wir mit Hilfe von Protein-Protein-Interaktionsstudien nach Bindungs-
partnern von bekannten Pc-G-Proteinen. Auf diese Weise konnten einige bereits bekannte,
pflanzliche Pc-G-Proteine identifiziert werden, zusätzlich wurden aber auch weitere Prote-
ine identifiziert, deren Beteiligung an Pc-G-vermittelter Genregulation wir zurzeit untersu-
chen. So haben wir Insertionslinien für die entsprechenden Gene isoliert und analysieren,
ob der Verlust dieser Gene zu Phänotypen führt, die Pc-G-Mutanten ähneln. Bei einem
Protein, das wir genauer untersuchen, handelt es sich um ein Coiled-Coiled-Protein, das
als strukturelle Komponente fungieren könnte. Ein Verlust dieses Gens führt interessanter-
weise zu Wucherungen von Gewebe auf Blättern und Schoten, was einen Verlust der Zelli-
dentität bedeuten könnte (Abb. 5). Verschiedene Gene, die durch Pc-G-Proteine reguliert
werden, sind auch in der entsprechenden Mutante abweichend vom normalen Expressions-
muster exprimiert. Das Protein lokalisiert im Zellkern, wie von einem genregulatorischen
Protein zu erwarten wäre. Zurzeit werden weitere Analysen durchgeführt, um zu ermit-
teln, ob das Protein für die Histonmethylierung benötigt wird, ob es direkt an Pc-G-regu-
lierte Gene bindet und ob es mit noch weiteren Pc-G-Proteinen interagiert. Ein weiteres
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interessantes Protein weist eine so genannte PWWP-Domäne auf, die häufig in Chroma-
tin regulierenden Proteinen zu finden ist. Interessanterweise wurde für tierische PWWP-
Domänenproteine vermutet, dass diese an methylierte Histone binden können. Weitere
Untersuchungen werden zeigen, ob dies auch für das von uns identifizierte Protein der Fall
ist.
Abb. 5: Der Verlust eines Interaktionspartners des Pc-G-Proteins CURLY LEAF führt zu Wucherungen
auf A) Blättern und B) Schoten. Die Pfeile deuten auf die Wucherungen.
Zurzeit führen wir weitere Protein-Protein-Interaktionsstudien durch und bereiten auch
eine Mutagenese vor, um weitere Pc-G-Proteine zu identifizieren. Bei Letzterem werden
Samen mit einer chemischen Verbindung behandelt, die Mutationen verursacht. Hierdurch
können zufällig Gene ausgeschaltet werden, und anhand von mutanten Phänotypen, die
Ähnlichkeit zu bekannten Pc-G-Mutanten haben, können dann eventuell weitere, neue Pc-
G-Mutanten identifiziert werden.
Dynamik der epigenetischen Genregulation
in der Entwicklung von Arabidopsis
Die meisten der Pc-G-regulierten Gene zeigen sehr spezifische Expressionsmuster, das
heißt, sie sind nur in wenigen Geweben, Organen oder Zelltypen exprimiert. Es ist zu
vermuten, dass Pc-G-Proteine und damit Histonmethylierung einen großen Anteil an der
Repression dieser Gene in anderen Geweben haben, da ein Verlust von Pc-G-Proteinen zu
einer Expression der sehr spezifisch exprimierten Gene in weiteren Organen führen kann.
Bei einer Aktivierung der Gene im Laufe der Entwicklung ist zu vermuten, dass die Hi-
stonmethylierung, die ein Abschalten der Gene in früheren Entwicklungsstadien gewähr-
leistet, entfernt werden muss, um Genexpression zu erlauben. Diesen Prozess bezeichnet
man auch als Resetting. Ein sehr weitgehendes Resetting ist in Phasen der Umstellung von
Entwicklungsphasen zu erwarten, zum Beispiel während der Blühinduktion, wenn statt
Blattbildung nun Blüten und reproduktive Organe gebildet werden. Ein erhebliches Reset-
ting ist auch von einer Generation zur nächsten notwendig, um eine Embryonal- und wei-
tere Entwicklung zu gewährleisten, da Gene, die für die Embryonalentwicklung benötigt
574 Daniel Schubert
werden, wieder angeschaltet werden müssen. Während der Regeneration muss auch ein
weitgehendes Resetting stattfinden, da Organidentitäten vollkommen verändert werden.
Aufgrund der hohen Regenerationsfähigkeit von Pflanzen ist zu vermuten, dass Pflanzen
möglicherweise über ausgeprägtere Resetting-Mechanismen verfügen, als dies bei Tieren
der Fall ist.
Um die Dynamik der Histonmethylierung und Resetting-Prozesse zu studieren, gehen
wir verschiedene Wege. Zum einen analysieren wir Histonmethylierung für sämtliche Ge-
ne des Arabidopsis-Genoms in verschiedenen Geweben und Zelltypen der Pflanzen und
suchen nach Korrelationen zwischen der Expression der Gene und deren Histonmethylie-
rungsstatus. Besonders interessant sind Zelltypen, die sich differenzieren, da es in diesem
Fall möglich ist, die weniger differenzierten Zellen, zum Beispiel pflanzliche Stammzel-
len, mit stärker differenzierten oder sogar ausdifferenzierten Zellen zu vergleichen und
so Erkenntnisse über mögliche epigenetische Regulation während der Entwicklung eines
Organs zu gewinnen. Ein großes Problem stellt hierbei die Reinheit des Gewebes dar, um
die Identität von Geweben und Zelltypen zu gewährleisten. Daher reichern wir einerseits
bestimmte Gewebe durch Präparation am Mikroskop an und markieren andererseits Zell-
kerne bestimmter Zelltypen mit fluoreszierenden Proteinen. Bei Letzterem können dann
die fluoreszierenden Zellkerne über einen so genannten Fluorescence Activated Cell Sor-
ter (FACS; zu übersetzen etwa als „fluoreszenzaktivierter Zellsortierer“) isoliert und an-
gereichert (Abb. 6) und deren Histonmethylierungsstatus untersucht werden. Durch die
Anreicherung am Mikroskop von Stammzellgewebe und den Vergleich mit jungen Blät-
tern, die aus den Stammzellen hervorgehen, konnten wir erkennen, dass eine hohe Dyna-
mik von H3K27me besteht. Fast 8.000 Gene tragen diese Modifikation, über 500 davon
tragen diese nur im Stammzellgewebe, weitere fast 1.000 nur in den jungen Blättern. Es
ist also davon auszugehen, dass bei dem einen Teil der Gene die Modifikation verloren
geht beziehungsweise entfernt wird und der andere Teil H3K27me erst während der Dif-
ferenzierung von Stammzellgewebe zu Blattgewebe erhält. Genexpressionsstudien beider
Gewebe zeigen sehr schön, dass Gene, die H3K27me tragen, tendenziell nicht exprimiert
sind. Die ersten Analysen deuten also darauf hin, dass epigenetische Genregulation und
Histonmethylierung sehr dynamisch in Differenzierungsprozessen reguliert sein können.
Für Resetting-Prozesse sind vermutlich auch Proteine notwendig, die die Histonme-
thylierung entfernen können; diese bezeichnet man auch als Histondemethylasen. Diese
wurden bis jetzt in erster Linie nur in Tieren beschrieben, sind aber zahlreich im Arabi-
dopsis-Genom vorhanden, wie Homologieanalysen zeigten. Wir untersuchen systematisch
diese Klasse von Proteinen und erwarten, dass diese vermutlich erheblich zur Dynamik
von epigenetischer Regulation beitragen und eine Rolle bei Resetting-Prozessen spielen
könnten.
Ausblick
Epigenetik hat sich von einem etwas mysteriösen zu einem Zweig der Biologie gewandelt,
der große Bedeutung in der Entwicklung von Organismen und Krankheitsbildung hat und
dessen molekulare Grundlagen in Ansätzen nun langsam verstanden werden. Interessant
ist dabei nicht nur die Stabilität von epigenetischen Prozessen, die eine Aufrechterhaltung
von Genexpressionzuständen über Zellteilung hinweg erlaubt, sondern auch die Dynamik,
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Abb. 6: A) Markierung von spezifischen Zelltypen in einem Blütenprimordium mit einem fluoreszieren-
den, zellkernlokalisierten Protein (grün). B) Nach Zellkernextraktion können die fluoreszieren-
den Zellkerne (grün, im Kasten) von den nicht fluoreszierenden (rot) durch ein FACS-Gerät
getrennt werden.
die eine Reaktion auf Entwicklungsprozesse wie auch auf Umwelteinflüsse ermöglicht.
Anhand der Analyse von epigenetischen Regulatoren – Proteinen, die Histonmethylierung
vermitteln und wieder entfernen können – hoffen wir, über die Bedeutung der Epigenetik
in der Entwicklung einer Pflanze weitreichende Erkenntnisse zu gewinnen. Mit Hilfe der
Analyse der Histonmethylierung aller Gene in verschiedenen Zelltypen und Differenzie-
rungszuständen sollte einerseits die Dynamik epigenetischer Prozesse beschrieben werden
können und ein zelltypspezifischer „Atlas“ der Epigenetik der Modellpflanze Arabidopsis
thaliana aufgestellt werden können.
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